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0 Precede de preparation de solutions d'albumine purifiee. 


0 Linvention conceme un precede de preparation 
d'albumine purifi^e a partir d*une solution physiolo- 
gique humaine ou animate, comme un plasma ou 
une fraction de plasma. 

Le precede comprend un traitement de delipida- 
tion par un detergent anionique et deux etapes de 
separation par chromatographie sur r§sine echan- 
geuse d'ions. 

La mise en oeuvre du procSde de I'invention 
permet d'obtenir une solution d'albumine de haute 
Ipurete. stable, et i usage th^rapeutique. 
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Proced' de pr'parati n de solutions d'albumlne purlfle 


Uinvention conceme la preparation de solu- 
tions d'albumine purifides k partir d'une solution 
physiologique humaine ou animale, notamment par 
purification par chromatographie d'Schange d'ions. 

On connaH depuis do nombreuses annees dif- 
ferents types de precedes pour preparer des solu- 
tions d'albumine injectables. i partir du sdrum nor- 
mal. Ceux-ci comprennent la precipitation h. Tetha- 
nol, suivant les methodes classiques de Cohn ou 
de Kistler et Nitschmann, et differents schemes de 
purification comprenant plusieurs types de colon- 
nes de chromatographie. Le matSriau de depart 
peut etre un plasma frais ou congelS. ou un surna- 
geant de cryopr6cipit§, ou une fraction deji d6- 
pourvue de certaines proteines. 

La mise au point d'un schema de purification 
hautement performant a ete decrite par Curling. 
Berglof. Lindquist et Eriksson (Vox Sanguinis 33. 
1977. 97-107 et dans te brevet US. 4 086 222). 
Cette technologie developpee en particulier par la 
Societe Pharmacia (Pharmacia Rne Chemicals • 
Uppsala - Suede) qui foumit les differents types de 
resines de chromatographie. est largement utilisee 
dans plusieurs centres de transfusion sanguine (en 
Europe, au Canada, en Austraiie ...) 

Toutefois ces precedes de purification n'assu- 
rent pas Telimination totale de certaines molecules 
contaminantes de nature lipoproteique, en parti- 
culier les a-lipoproteines. en raison de leurs analo- 
gies biochimiques avec I'albumine. 

Ces molecules se revelent instables au chauf- 
fage et semblent responsables. apres denaturation. 
de Tapparition soit de particules soit d*une certaine 
turbidit§ dans les solutions d'albumine au cours de 
ta pasteurisation, ce qui les rend impropres a Putili- 
sation clinique. Ces contaminants sont difficiles i 
eliminer par des methodes classiques basees sur 
des differences de charges ou de poids moieculai- 
res. 

C'est pourquoi la Demanderesse a mis au 
point un procede d'extraction et d'elimination de 
ces contaminants lipoproteiques. plus efficace que 
les etapes chromatographiques additionneiles de- 
crites dans Tart anterieur. Ce procede comprend 
une etape de delipidation de la solution d'albumine 
utilisant de preference un detergent anionique non 
denaturant. 

Le procede selon la presente invention com- 
prend egaiement preferentiellement deux etapes 
de separation par chromatographie sur resine 
echangeuse d'ions et elution de I'albumine adsor- 
bee, la premiere assurant une separation classique 
de I'albumine. la seconde permettant d'eliminer le 
detergent et les produits resultant de la delipidation 
et de recuperer une solution d'albumine hautement 


purifiee. Celle-ci offre I'avantage d'§tre stable k la 
pasteurisation et h la conservation. 

Le traitement de delipidation de la presente 
invention consiste en un contact prolong^ de la 
5 solution d'albumine eluee de la premiSre colonne 
de chromatographie avec un detergent anionique. 
Ce detergent peut §tre choisi parmi !es detergents 
.du type Tween ou Triton. En particulier. on a 
' obtenu de tres bons r§sultats avec le Tween 80 
w quand sa concentration est comprise entre 0.05 et 
0.25 g par g de proteines et ajust^e i 1 volume de 
Tween 80 pour 8 volumes de solution d'albumine. V 
Ce traitement de delipidation peut §tre mis en 
oeuvre par un contact assez long, plus particulifere- 
75 ment de plus de 5 heures. h 25* C ou par un 
contact plus court rhais a temperature elev^e. pjus 
particulierement un contact de 1 heure h 60 C. 
Dans ce dernier cas il est necessaire d'ajouter un 
stabilisant de I'albumine comme le caprylate de 
20 sodium. 

Le precede de la presente invention peut etre 
mis en oeuvre sur une solution physiologique quel- 
conque. humaine ou animale. qui contient de I'al- 
bumine. comme un plasma total frais ou congele, 
25 ou un surnageant de cryoprecipite ; on peut aussi 
utiliser un surnageant apres precipitation du plasma 
a I'ethanql selon les methodes de Cohn ou de 
Kistler et Nitschmann ou encore une autre fraction 
de plasma dont on a deja preleve d'autres protei- 
30 nes utiles. Le materiau de depart peut aussi etre 
derive du placenta. 

Avant d'etre appliquee sur la premiere cotonne 
de chromatographie, cette solution de depart 
contenant I'aibumine est ajustee a un taux de pro- 
35 teines compris entre 15 et 18 gl a une conductivi- 
te de 1.5 ^ 2 mS ( miili-Siemens) par de Tacetate 
de sodium et k un pH compris entre 5,0 et 8.0 par 
I'acide acetique ou la soude. 

La solution d'albumine ainsi ajustee est appH- 
40 quee sur une premiere coJonne de chromatogra- 
phie sur resine echangeuse d'ions. On obtient une 
bonne adsorption selective de I'albumine avec le 
DEAE-sepharose. par exemple sur une colonne de 
"DEAE-sepharose CL-8B fast flow" fourni par Phar- 
45 macia. 

L'albumine adsorbee sur la colonne de chro- 
matographie est eluee par un abaissement du pH 
du tampon a une valeur au moins inferieure au pHj 
(point isoelectrique, environ egal a 4.7) et plus 
50 particulierement comprise entre 4.0 et 4.7. 

Le procede de la presente invention comprend. 
apres le traitement de delipidation. une separation 
sur une deuxieme colonne de chromatographie. de 
meme nature et dans les memes conditions que la 
premifere. 
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Cette seconde chromatographie permet una 
Elimination du Tween et des contaminants lipopro- 
teiques. Pour assurer leur Elimination complete, la 
colonne portant Talbumine adsorbee subit plusieurs 
lavages successifs avec du tampon, avant TElution 
de I'albumine par abaissement du pH ^ une valeur 
de 4 i 4,7, comme dEcrit plus haut 

La solution d'aibumine Elude est ensuite ajus- 
tee k une concentration finale comprise entre 4 et 
25 % dans des conditions physiologiques compati- 
bles avec un usage thErapeutiqye et plus parti- 
culi&rement i un pH compris entre 6.5 el 7,0 et i 
une osmolarite de 80 Si 350 mosM. 

Le procedE selon la prEsente invention com- 
prend ensuite une pasteurisation de la solution 
d*albumine prEalablement stabiltsEe par addition de 
caprylate de sodium k une concentration de 0,012 
h 0.015 gg d'aibumine. Cette pasteurisation est 
effectuee par un chauffage ^ plus de 60 pen- 
dant au moins 10 heures. Apres ce traitement, les 
solutions restent parfaitement claires et sont sta- 
bles a la conservation. 

Selon un autre mode de rEalisation de I'inven- 
tion. la solution d'aibumine ne subit pas de pasteu- 
risation et n'est pas additionnEe de caprylate de 
sodium ; dans ce cas. elle subit un traitement 
d'inactivation virale. selon des methodes classi- 
ques. par solvant-detergent. 

La presente invention concerne Egalement les 
solutions d'aibumine purifiee par le procEdE decrit 
plus haut. lesdites solutions etant particuli^rement 
adaptEes a un usage thErapeutique. 

Les solutions d'aibumine purifiee non pasteuri- 
sEes peuvent egalement etre utilisees avantageu- 
sement pour les cultures in vitro de cellules euca- 
ryotes. 

Les exemples suivants illustrent I'invention 
sans toutefois en limiter la portEe. 

La figure 1 illustre ces exemples et represente 
des immunoElectrophoreses de la solution d'aibu- 
mine avant et apres le traitement de dElipidation. 


EXEMPLE 1 : 

Le materiau de depart est par exemple un 
surnageant I + II + III de Cohn (apres prEcipitation 
du plasma k I'Ethanol selon la methode dassique 
de Cohn et al. J. Am. Chem.Soc. 68, 1946, 459- 
475) ou son Equivalent A + I selon la mEthode 
dassique de Kistler et Nitschmann (Vox Sanguinis 
7, 1962, 414-424). Ce matEriau est dialyse contre 
de i'eau distillEe osmosEe (de qualitE "prEparation 
pour injection"). 

La solution est ajustEe a une concentration en 
proteines de 15 a 18 g par litre. 

Le pH est ajustE a 6.0 ou a une valeur compri- 
se entre 5.0 et 8,0 en fonction du matEriau de 


depart, avec de Cacide acEtique ou de tejsoude" uf^l^^^^ 
conductivitE d la solution est 'ajusfte'^-l j mS bu 
a une valeur comprise entre 1 ,5 et 2,0 mS, par de 
I'acEtate de sodium. 


a • Chromatographie 


La solution est soumise Si une prerrii4re^Etape 
70 de chromatographie sur colonne de DEAE-sEplnaro* . 
se CL6B • fast flow (Pharmacia).' La idlonne d 
chromatographie est Equillbr^e Jpar^un jampon 
' d'acEtate de sodium h pH 6,0. L'Equili^ragFdu gel 
est atteint lorsque le tampon qui s'Ecoule de la 
15 colonne prEsente une conductivitE de 1,8 t 0,1 mS 
et un pH de 6,0 t 0,1. , ^ J^SC 

L'Echariitillon est injects, h raison de^ 4^^^ 
protEines pour 20 litres de get. Le dEbit est re^^^ S * 
environ 100 l/h, Apr§s passage de I'Echantilloh, le 
20 retour h la ligne de base est assure par le tampon 
d'Equilibrage. 

Ensuite. un abaissement du pH ^ 5,25 permet 
la desorption et TElution de la transfenrine. . 

L"albumine est ensuite EluEe de la colonne par 
25 un abaissement du pH h une valeur au moins 
Inferieure k son pHi (4,7); le tampon acEtate est 
ajustE k un pH de 4.5 et une conductivitE d 1.8 
mS. 

La solution d'aibumine EluEe est concentrEe k 
30 environ 100 Si 150 g/l puis dialysee contre de I'eau 
pour Eliminer I'acEtate. 

La solution d'aibumine est ensuite ajustEe k un 
pH de 7.0 et une osmolaritE de 250 k 350 mosM ; 
• sa concentration est ajustEe soit i 4 ou 5 % soit k 
35 20 ou 25 %. 


b. Traitement de dElipidation 

40 La solution d'aibumine est additionnEe de ca- 
prylate de sodium a raison de 0,015 g de caprylate 
par g de protEines, comme agent stabilisateur pour 
le chauffage et la pasteurisation ultErieurs (quand 
ces operations ne doivent pas etre effectuees. on 

45 n'ajoute pas de caprylate). La solution est passEe 
sur un filtre sterilisanL 

Le Tween 80 est diluE i 10 % dans de I'eau 
stErile chaude pour §tre incorporE dans la solution 
d'aibumine k raison de 0,5 % (v/v) pour une solu- 

50 tion d'aibumine Si 4 %. ou de 2.5 % (v/v) pour une 
solution d'aibumine k 20 % (les v.v sont exprimEs 
en V de Tween pur/vol. de solution d'aibumine). ^ 

Ensuite le mElange est - soit chauffe k 60 C 
pendant au moins une heure 

55 - soit laissE en contact, sous lEgfere agitation, k 
25 ' C pendant au moins 5 heures. 
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c. Chromatographie 

On utilise une colonne de DEAE - sepharose 
CL6B dans des conditions identiques h c lies utili- 
sees pour la premiere etape de chromatographie 

Ualbumine s'adsorbe sur la colonne et le 
Tween 80 est ^limine dans le fiUrat. en m§me 
temps que les composes de nature lipidique com- 
me ro-iipoproteine. 

La colonne est rincee avec 10 fois son volume 
de charge de tampon pour assurer Telimination 
complete du Tween 80. 

L'albumine est eluSe dans les m§mes condi- 
tions que precddemment. par abaissement du pH 
du tampon h 4.5. 

La solution d'albumine eiu^e est ensulte ajus- 
lie ^ des conditions physiologiques c'est-ii-dire St 
un pH de 6.5 i 7.0 et une osmolarite de 80 i 350 
mosm. La solution est filtree, repartie en flacons et 
sterilisee par un chauffage a plus de 60* C pendant 
au moins 10 heures (selon les regies imposees par 
la pharmacopee). 

Cette pasteurisation peut etre remplacee par 
un traitement classique d'inactivation virale au 
solvent-detergent. 

EXEMPLE 2 : Mise en evidence de refficacite du 
precede par analyse en immunoeiectrophorese 

La quaiite de la solution d'albumine finale est 
comparee a celle de la solution issue de la premie- 
re colonne de chromatographie. Le resultat est 
presente sur la figure 1 . 

La figure 1 represente 3 immunoelectropho- 
reses de solutions d'albumine (dans !a partie supe- 
rieure) en parallele avec un plasma temoin (dans la 
partie inferieure). 

1A : immunoelectrophorfese en presence 
d'un antiserum anti-plasma humain total, avant trai- 
tement de la solution d'albumine au Tween 80. 

IB : meme electrophordse qu'en A. en 
presence d'un immunserum specifique anti-ApoA. 

1C : immunoeiectrophorese en presence 
d'un antisemm anti-plasma humain total, apres trai- 
tement de la solution d'albumine au Tween 80. 

La figure 1 B doit etre comparee h la figure 
1 A et permet d'identifier Tare d'a-lipoproteine. 

La figure IC montre la disparition de Tare 
d'a-lipoproteine dans la solution apres traitement 
au Tween 80. 

Revendications 

1.- Precede de preparation d'albumine purifiee 
a partir d'une solution physiologique humaine ou 
animate en contenant. caracterise en ce qu'il com- 


prend un traitement de d^lipidation. ^ * 

2. - Prdc4d6 selon la revendication 1, caracteri- 
se en ce que le traitement de delipidation est 
realist avec un detergent anionique non d^natu- 

5 rant 

3. - Proced6 selon la revendication 1 ou 2. 
caracterise en ce qu'il comprend deux Stapes de 
separation par chromatographie sur resine Schan- 
geuse d'ions et elution de l'albumine adsorbee. 

70 4.- ProcSdS selon la revendication 2 ou 3, 
caract4ris6 en ce ique le traitement de delipidation * 
Jest mis en oeuvre sur l'albumine eluSe de la pre- 
miere chromatographie. - ■ 

5. - Precede selon Tune quelconque des reven- 
15 dications 2 Ji 4. caracterise en ce que le traitement 

de deiipidation consiste en un contact de plus de 
cinq heures k 25* C avec le detergent - 

6. Precede selon Tune quelconque des reven- 
dications 2 4. caracterise en ce que ie traitement 

20 de delipidation consiste en un contact d'environ 1 
heure ^ 60 VC avec le detergent et en presence de 
caprylate de sodium comme stabilisant. 

7. - Precede selon la revendication 5 ou 6. 
caracterise en ce que le detergent est du Tween 

25 80 a une concentration comprise entre 0,05 g et 
0.25 g par g de proieines. 

8. - Precede selon la revendication 7, caracteri- 
se en ce que la concentration du Tween 80 est 
ajustee ^ un rapport de 1 volume de Tween 80 

30 pour 8 volumes d'albumine. 

9. - Precede seion Tune que'.conque des reven- 
dications 1 h 8. caracterise en ce que la solution 
physiologique de depart est un plasma total ou une 

• fraction de plasma surnageant de cryoprecipite ou 
35 surnageant apres precipitation a I'ethanoL ou toute 
autre fraction plasmatique contenant de l'albumine. 

10. - Procede selon la revendication 9. caracte- 
rise en ce que la solution de depart est ajustee i 
un taux de proteines compris entre 15 et 18 g I. 

40 11.- Precede selon la revendication 9 ou 10. 

caracterise en ce que la solution de depart est 
ajustee a une cenductivite comprise entre 1 .5 et 2 
mS par I'acetate de sodium et a un pH compris 
entre 5.0 et 8.0 par I'acide acetique. 

45 12.- Precede selon Tune quelconque des re- 

vendications 1 k 11. caracterise en ce que la 
solution de depart est injectee sur une premiere 
colonne de chromatographie sur resine echangeu- 
se d'ions de type DEAE-sepharose qui adsorbe 

so l'albumine. 

13. - Precede selon Tune quelconque des re- 
vendications 1 & 12. caracterise en ce que Talbu- 
mine adsorbee sur la chromatographie est eiuee 
par un abaissement du pH du tampon ^ une valeur 

55 comprise entre 4 et 4,7. 

14. - Precede selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 ^ 13. caracterise en ce que la 
solution d'albumine ayant subi le traitement de 
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delipidation selon les revendications 4 k 8 est 
injectee sur une deuxiftme colonne de chromato- 
graphie sur r§sine ^changeuse d'ions de type 
DEAE'S^pharose qui adsorbe Talbumine et ^limine 
le Tween et les produits resultant du traitement de 
d4iipidation. 

15. - Precede selon la revendication 14. carac- 
t§ris4 en ce que Pelimination compete du Tween 
et des produits resultant de la delipidation est 
assuree par une serie de lavages successifs de la 
chrpmatographie avec du tampon. 

16. - Precede selon la revendication 14 ou 15, 
caracterisS en ce que Talbumine adsorb^e sur la 
chromatographie est eluee par un abaissement du 
pH du tampon ^ une valeur comprise entre 4 et 
4.7. ' \ 

17. - Precede selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 ^ 16 caractSrise en ce que la solu* 
tion d'albumine elu^e est ajust^e k une concentra- 
tion finale comprise entre 4 et-25 %, dans des 
conditions physiologiques compatibles avec un 
usage therapeutique. 

18. - Procede selon la revendication 17, carac- 
terise en ce que la solution d'albumine est ajustee 
a un pH compris entre 6,5 et 7.0 et a une osmolari- 
te de 80 i 350 mosM. 

19. - Procede selon la revendication 17 ou 18, 
caracteris§ en ce que la solution d'albumine est 
additionnee de caprylate de sodium, a une concen- 
tration de 0.012 a 0.015 g/g d'albumine. comme 
stabilisant pour la pasteurisation. 

20. - Precede selon Tune quelconque des re- 
vendications 1 a 19. caracterise en ce que la 
solution d'albumine est soumise h une pasteurisa- 
tion par un chauffage a plus de 60*C pendant au 
moins 10 heures. 

21. - Procede selon Tune quelconque des re- 
vendications 1 a 18. caracterise en ce que la 
solution d'albumine est soumise a un traitement 
d'inactivation virale par solvant-detergent et ne su- 
bit pas de pasteurisation. 

22. - Solution d'albumine purifiee a usage thera- 
peutique caracterisee en ce qu'elle est obtenue par 
un procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 21. 

23. " Solution d'albumine purifiee utilisable pour 
des cultures celluiaires in vitro caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue par un precede selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 18 et 21. 
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